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Resumo: O guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke) é uma espécie  nativa 
da Amazônia de importância econômica devido ao conteúdo de cafeína em suas sementes. A 
Embrapa Amazônia Ocidental tem concentrado esforços para a conservação clonal da 
variabilidade genética do guaraná. O objetivo desse trabalho foi desenhar e otimizar a técnica 
de TRAP (Target Region Amplification Polymorphism) para as aplicações diversas das 
análises de diversidade genética em guaranazeiro. Oito primers fixos desenhados para 
seqüências relacionadas com proteínas envolvidas no crescimento e desenvolvimento de 
plantas juntamente com seis primers arbitrários, constituídos por sequências aleatórias foram 
utilizados em reações de PCR (Polymerase Chain Reaction). Das 180 combinações possíveis, 
treze foram selecionadas por proporcionarem padrão de amplificação que podem ser 
otimizado e utilizado como marcador TRAP no guaranazeiro, apresentando número total de 
bandas que variou entre 5 e 15 com tamanhos entre 80 a 300pb. 
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Introdução 
O guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke) é uma espécie  nativa 
da Amazônia de importância econômica devido ao conteúdo de cafeína em suas sementes. No 
Amazonas seu cultivo é feito tanto por pequenos como por grandes produtores, sendo o 
município de Maués o maior produtor estadual. A Embrapa Amazônia Ocidental tem 
concentrado esforços para a conservação clonal da variabilidade genética do guaranazeiro 
visando suprir a necessidade de conhecimentos básicos e, ao mesmo tempo, encontrar solução 
para os principais problemas da cultura; especialmente a baixa produtividade dos plantios e 
incidência da doença antracnose (Nascimento Filho et al., 2001a).  A caracterização molecular 
do germoplasma de guaranazeiro tem sido possível com a utilização de seqüências universais 
(Sousa, 2003). Porém os resultados indicaram a existência de pouca variabilidade genética na 
coleção apesar da poliploidia, sugerindo, que os métodos utilizados não foram suficientes para 
identificar variabilidade no germoplasma cultivado. Portanto, com o seqüenciamento de 
transcritos de guaraná que geraram um banco de ESTs com 2.628 contigs e 5.969 singletons, 
com comprimento médio de 773 pares de bases (Ângelo et al., 2008). Essas sequências 
também poderão contribuir para o desenvolvimento de novos marcadores moleculares. 
Os recursos genéticos são úteis para os programas de melhoramento atuais e futuros. 
Dentre as técnicas para avaliar e caracterizar Bancos de Germoplasma o uso de marcadores 
moleculares vem sendo muito utilizados porque permite a detecção de variação no DNA, 
excluindo, portanto, influências ambientais. O TRAP (Target Region Amplification 
Polymorphism) é apresentado como uma técnica que utiliza ferramentas de bioinformática e 
dados de EST’s (Expressed Sequence Tags) para gerar marcadores a partir de seqüências alvo 
de genes candidatos. A técnica possui como vantagens, a alta reprodutibilidade, simplicidade, 
o acesso a regiões relacionadas a genes e a capacidade de produzir padrão de bandas 
semelhantes ao da técnica de AFLP (Hu & Vick 2003). O polimorfismo é gerado a partir da 
combinação de um primer fixo, desenhado a partir de uma seqüência EST de interesse, e um 
primer arbitrário. Assim, o objetivo desse trabalho foi desenhar e otimizar a técnica de TRAP 
para as aplicações diversas das análises de diversidade genética em guaranazeiro. 
 
Material e Métodos 
Foram realizadas buscas no banco de dados do guaraná 
(https://helix.biomol.unb.br/GR/head.jsp) através de palavras chave usando os nomes dos 
genes de interesse das seqüências depositadas.  Para desenho dos primers fixos foram 
escolhidas as sequências que apresentavam maior identidade e similaridade como o gene de 
interesse, utilizando o software Primer3 v.0.4.0 (http://frodo.wi.mit.edu/). Seis primers 
constituídos por sequências aleatórias (GA3, T04, T03, T13, T14, SA4) foram testados em 
combinações com os primers fixos. As reações da PCR foram otimizadas em volume final de 
20µL, contendo 1X de tampão IB (phoneutria), 1,5mM de MgCl2, 0,6mM de dNTP, 50ng  de 
DNA do clone 300, 1,5pM de primer Fixo,0,75pM de primer arbitrário e 1,5U de Taq 
polimerase. O programa de amplificação utilizando foi: 94ºC de desnaturação por 2 minutos, 
seguido de 5 ciclos de pré amplificação, sendo 94ºC por 45 segundos, 35ºC por 45 segundos e 
72ºC por um minutos, seguido de 35 ciclos de amplificação sendo 94ºC por 45 segundos, 50-
60ºC por 45 segundos e 72ºC por um minutos, A reação finalizada com 72ºC por 7 minutos e 
resfriamento a 4ºC. Os produtos da amplificação foram separados por eletroforese em gel de 
agarose 1,5%, com coloração de brometo de etídeo.  
 
 
Resultados e Discussão 
Dos oito primers fixos desenhados foram possíveis realizar 180 combinações usando 
seis primers arbitrários. As combinações que não amplificaram ou apresentaram número de 
bandas inferior a três foram desprezadas. Treze combinações foram selecionadas por 
apresentarem padrões de amplificação que podem ser otimizados e utilizados como marcador 
TRAP no guaranazeiro: Aux R +T13, Aux R+T03, Aux F+GA3, Cyst1 F+T14, Cyst1 F +T03, 
Cyst1 F+T04, Aux_F +T13, Aux_F +T14, Aux_F +T03, Aux_R + T13, Aux_R + T14, 
Aux_R + T03 e Aux_R + T04. O número total de bandas variou entre 5 e 15 com tamanhos 
entre 80 a 300pb (Figura 1). O número de combinações selecionadas para o marcador TRAP 
em guaranazeiro pode ser considerado ótimo em comparação a outras espécies vegetais. Em 
espinafre foram geradas seis combinações entre seis primers fixos e oito arbitrários, das quais 
duas combinações de primers amplificaram 111 fragmentos (Hu et al, 2007).  
 
Figura 1: Perfil de amplificação dos primers TRAP, onde M é o marcador molecular,  AUX e CYS são respectivamente primers 
desenvolvidos para os genes da auxina, cisteina em combinações com primers arbitrários (T03, T04, T13, T14 e GA3) . 
As seqüências selecionadas para desenvolvimento da técnica TRAP estão relacionadas 
com proteínas envolvidas no crescimento e desenvolvimento de plantas e vias de sinalização e 
resposta a estresses bióticos e abióticos, tais como a cisteina (Solomon et al, 1999) e auxina 
(Pop et al., 2011). 
 
Conclusão 
O perfil de amplificação gerado por treze combinações de primers selecionadas neste 
trabalho sugere que o marcador TRAP apresenta potencial para ser aplicado em analises 
genéticas de guaranazeiro.    
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